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É sempre importante ressaltar que o aprimoramento de qualquer atividade 
pecuária  depende  de  uma  constante atuacão no tocante aos avancos 
científicos, tecnol6gicos e rnercadológicos. Da dinâmica com que estes 
fatores  são  assimilados  pelo  setor  produtivo  depende  o  sucesso  do 
empreendimento em uma economia baseada na competitividade. 
Para uma melhor compreensão, os fatores podem ser divididos em  dois 
grupos,  sendo  o  primeiro  relacionado  à  produqão  e  o  segundo  i 
comercializacão. A producão,  que abrange a produtividade e a qualidade 
do  produto,  depende  basicamente da  sanidade,  da  alimentacão  e  da 
genética dos animais. A  cornercializaqão,  por seu turno,  é determinada 
pelos precos dos insumos, custo final do produto, preço de mercado e pela 
estratégia de marketing adotada. 
No tocante ao fator sanidade, que representa o objetivo especifico deste 
trabalho, é importante considerar o fato de que se os rebanhos estivessem 
livres de todas as doencas o custo de producão seria significativamente 
reduzido,  o que facilitaria sua comercializacão em  virtude do preca e da 
qualidade final do produto. Entretanto, como esta situacão dificilmente é 
encontrada em uma unidade produtiva, o sistema de manejo sanitário deve 
ser planejado de forma a minimizar o impacto econômico causado pelas 
enfermidades.  Isto  implica  na  tentativa  de  erradicação  de  alguns 
patógenos e  no controle de outros,  buscando uma condicão sanitária 
compatível com as necessidades de cada propriedade e de cada região. 
Dentro desta  perspectiva,  e  necessário estabelecer  programas para a 
divulgacão e adocão dos conhecimentos voltados para o incremento do 
manejo sanitário dos rebanhos caprinos e  ovinos. 
O  presente  documento trata de  um  importante segmento  do  manejo 
sanitário,  o  diagnóstico  precoce  das  doencas.  Tratado  cem  didática 
simples e de fácil compreensão,  o trabalho poderá ser utilizado por todos 
aqueles  que*  lidam  com  a  producão  de  pequenos  ruminantes, 
especialmente técnicos e produtores,  sendo também interessante fonte 
de consulta para profissionais e estudantes de Medicina Veterinária. 
Eneas Reis Leite 
Pesquisador  Em  brapa Caprinos Importância do Diagnóstico 
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Introducão 
Na producão de  caprinos e ovinos, o sucesso do empreendimento depende 
de  vários  fatores,  entre  os  quais  figuram,  com  destaque,  as  práticas 
sanitárias.  Estas, quando organizadas em um sistema  de informacões, 
fornecem os elementos essenciais acerca da diversidade e magnitude dos 
problemas de saijlde prevalentes numa região, podendo contribuir para as 
reais necessidades da producão, seja leite, carne e pele. 
É patente a impossibilidade de quantificaçáo da ocorrência de doenças em 
populacões, sem  que se  disponha  de  um sistema  adequado  para  sua 
identificacão,  o  qual  se  apoia,  essencialmente,  ern  dois  componentes 
fundamentais: 
* 
- Existência de recursos operacionais, configurados numa política nacional 
e  regional  de saúde,  dotada  de  toda  estrutura  institucional  (oficial e 
particular) com profissionais treinados e capacitados; - Disponibilidade de rnétodos de diagnósticos confiáveis, priticos, rápidos 
e de baixo custo, 
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Vale salientar que,  qualquer que seja a natureza da enfermidàde, todo o 
processo para seu tratamento, controle elou erradicacão, se inicia com o 
diagnóstico. Entretanto, o diagnóstico não constitui um fim em si mesmo, 
se não, numa etapa fundamental que desencadeia uma s4rie de ac8es. O 
diagnostico tem grande importancia epidemiololgica em um rebanho ou 
região  produtora,  pois  possibilita  o  planejamento  de  atividades 
multidisciplinares e institucionais no sentido de tracar medidas de controle 
eJou prevenção das doencas, No animal, individualmente, um diagnóstico 
precoce conduz normalmente a um  tratamento rápido e eficaz. 
Importância do Dlagnbsfiça Precoce de Doenças em Pequenos Ruminantes 
Impacto das enfermidades no sistema 
de producso de caprinos e ovinos 
As enfermidades infecciosas e parasitárias determinam grandes prejuízos 
ZI caprino-ovinocultura e,  indiretamente, i4  saúde pública. Como exemplo, 
apresenta-se  o  custo  necessário  para  o  tratamento  de  algumas 
enfermidades de pequenos ruminantes (Tabela 1  ). 
A  Artrite  Encefalite Caprina  (CAE) foi introduzida  no Brasil a  partir de 
1 978, através da importação de animais para melhoramento leiteiro. Hoje, 
ela se encontra disseminada por todas as regiões (mais de í  4 Estados jd 
constataram o  problema com prevalência  variando entre 3%  a  49%), 
causando &rias  perdas nesta atividade produtiva. Outra enfermidade em 
evidência  6 a  Febre Aftosa, que constitui uma forte barreira sanitária e 
comercial para a exportacãci. Várias outras enfermidades também causam 
perdas  econbmicas  nesta  atividade,  tais  como: Linfadenite  Caseasa, 
Helmintoses, Eimeriose,  Clostridioses, dentre outras. Irnportdncia do Diagndsrico Precoce de Doencas em Pequenos Ruminantes  I  1 1 
Tabela 1. Estimativa do custo de  tratamentos por animal, de algumas das 
principais enfermidades de pequenos ruminantes. 
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Valor em dólar (junho de 1999) atualizado para real (abril de 2002). 
1  Drenagem do material caseoso e troca do dreno ap6s 24 horas. 
2  Considerando a rn8dia de peso vivo  = 30  kglanimal  (1  5 rnin.ldia x 7  dias). 
3  Aplicacão de iddo: 5 min./aplicação  x 2  vezesldia x 3 dias = 30  min. 
* Medicamento - 2  vezesjdia x 6 dias = 60 min. 
5  Medicamento - (2  vezesldia x 7 dias) (30  rnin./dia x 3 dias) = 90  min. 
'  Pulverizacão 10 rnin.fanima1  x  2 banhos = 20 mina 
7  Ordenha  + aplicaçao de compressa quente: 15 min.ldia x  5  dias  = 75 min. 
Fonte: Embrapa Caprinos. 
Segundo  Silva  (I  9961, que  analisou  o  sistema  agroindustrial  da 
caprinocultura leiteira no Brasil, o problema sanitário de maior relevancia 
ainda é a  verminose, seguida da artrite encefalite caprina (CAE). Na  tabela  2,  estão  apresentados  dados  sobre  enfermidades  e  sinais 
clínicos  que acometem  rebanhos caprinos,  conforme informa~6es  dos 
proprietários, a partir de um levantamento realizado em 127 propyiedades 
no Estado do Ceara.  Um estudo semelhante foi realizado no serni-árido 
mineiro  (Tabela  31,  em  rebanhos  caprino  e  ovino  compostos, 
principalmente, pelo tipo racial SRD  e rnestiqos. 
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Tabela 2.  Enfermidades e sinais clínicos que acometem os rebanhos caprinos 
no  Estado do Ceará. 
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Fonte:  Pinheiro (2001  I. Impot~incia  do Diagnóstico Precoce de Doencas em Pequenos Ruminantes  1  13 
Tabela 3.  Enfermidades"e sinais clínicos nos rebanhos pesquisados no Norte de 
Minas Gerais. 
Fonte: Yorinori  (2001  ). 
Métodos de diagnóstico 
O diagnostico das doencas em animais pode ser realizado por meio de dois 
procedimentos: o método clínico e o método epidemiológico.  As etapas 
nos dois métodos são muito semelhantes. O  método clinica aphca-se no 
indivíduo, enquanto o método epidemiológico, mais abrangente, se aplica 
ao rebanho ou à região produtiva, indicando as possíveis causas e fatores 
de risco envolvidos no problema e suas medidas de controle. Na Tabela 4, 
estão relacionadas as características de cada método. 
Tabela 4.  Características dos metodoç de diagnóstico. 
Animal doente ou são  Rebanho doente ou são 
História clínica e  dados individuais  Dados da área afetada da 
ambiencia 
Exame físico geral e especial  Inspecão da área em geral e 
particular a determinados servicos 
Diagnóstico clínico  Hipótese epidemiolbgica 
Tratamento inicial  Recomendações gerais 
Exame de amostras corporais  Exame de água, alimentos e outras 
(Sangue,  urina, etc)  amostras 
Diagnbstico definitivo  Qiagnbstico epidemiúldgico 
Tratamento definitivo  Medidas de controle 
Fonte: Cortes (1  993). 0s  métodos de diagnóstico laboratoriais tiveram o seu inicio no século 
XIX,  através  dos  estudos  de  Pasteur  com  testes  de  eglutinacão  e 
evoluíram com os avancos da imunologia e da biologia. Atualmente,  um 
dos maiores desafios da  ciencia moderna e  da medicina beterinaria 6  a 
aplicacãa das avanqos  basicos da irnunobiologia, da irnunoquímica e da 
biologia molecular, no diagnóstfcu e procedimentos terapeuticos Úteis. 
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Nas  duas  Últimas  décadas,  as  técnicas  laboratoriais  nas  áreas  de 
imunologia e biologia têm se tornado cada vez mais refinadas, precisas e 
simples. Por causa de suas inerentes sensibilidade e especificidade, estes 
métodos  têm  agora  um  papel  central  nos  modernos  laboratorios  de 
ciGncia. 
Jmport4ncia do Diagnústico Precoce de Doencas em Pequenos Ruminantes 
O  diagnóstico precoce tem como objetivo melhorar a disponibilidade,  a 
acuracia e a precisão, além de disponibilizar resultados com maior rapidez, 
assegurando uma correta interpretacão. 
Diagnóstico precoce 
O diagnóstico  precoce  refere ài  deteccso  de  uma enfermidade o mais 
rápido possível, podendo utilizar ferramentas clínicas,  epidemiolágicas e 
laboratoriais. O diagnóstico precoce ideal caracteriza-se por ser  rápido, 
pratico  e  seguro, ter  baixo  custo,  apresentar  alta  sensibilidade  e 
especificidade, e necessitar de poucos equipamentos e infra-estrutura. 
As vantagens do diagnóstico precoce são: rapidez. fácil leitura, seguranca 
e controle mais eficiente das enfermidades. As suas desvantagens são: 
geralmente mais caro,  necessita frequentemente de equipamento,  drea 
laboratorial e de pessoal qualificado e treinado. 
A  importância do diagnóstico precoce para os  pequenos ruminantes  é 
ressaltada  pela  reconhecimento de  animais  antes  da  fase  clínica  da 
enf errnidade, pela retirada rápida de animais enfermas do rebanho,  pelo 
menor número de animais expostos a contaminacão, redução dos gastos 
com tratamentos, com sacrificio ou abate de animais, perdas na produção 
Icarne/leite/pele),  ter  controle  mais  eficiente  das  enfermidades, 
incremento na exportacão de produtos, barreira sanitAria mais eficiente e 
facilidade no  manejo sanitário. Jmportdncia do Di8gndstica Precoce de  Doenças em Pequenos Ruminantes  [  1 5 
O  diagndstico precoce pode ser utilizado quando são necess8rFas resposta 
e  ação r9pida  e  efetiva,  tais como:  importação de animais ou  material 
bioldgico  que ficarão  em  quarentena,  Vigilancia  Sanitgria,  trânsito de 
animais  no  pais,  fases  avancadas  de  programas  de  controle  de 
enfermidade, programas de erradicacão de enfermidades e diagndstico de 
enfermidade de animais de alto valor geneticõ. 
Métodos de diagnóstico precoce 
O diagndstico precoce na Area epidemioldgica pode ser traduzido por uma 
constante an8lise dos dadas da vigilância sanitdria e baseados nestes na 
Emplantacão de medidas que  evitem  a  disseminacão  de uma ou  v8rias 
enfermidades, bem como na montagem de programas de controle, e de 
erradicacão de daencas. 
Com  refacão  aos  métodos  laboratoriais,  atualmente  diversas  tecnicas 
irnunológicas e de biologia molecular podem ser aplicadas para obtencáo 
de  uma  resposta  rápida,  prdtica  e  segura.  Algumas  tdcnicas  mais 
importantes  para o diagnbstico das principais enfermidades  dos pequenos 
ruminantes são apresentadas na Tabela 5. 
Tabela  5.  TBcnicas  de  diagnóstico  precoce  das  principais  enfermidades  dos 






Brucelose  ELISA I, PCR' 
C  ELISA  *,  Dor BIQ~ PCR 3,  lmunofluoresc8ncia 
Favrt: n  ELISA~,  PCR" 
L  lite Caseosa  ELISA ',  Dot ~fot  " 
I L  4zuJ  ,  ELISA ',  PCR 
! h  PCR 8,  1munaflueresc8nçia~  ,  ELISA' 
R  ELISA 'O,  PCR",  Dot ~/ot  l2 
Toxopiasrnose  :  ELISA'~,  PCR'~ 
'  Grin-~astuji  (20001: 'pinheiro  R  al.  (2001  );  '~ndriali  12001  1:  '~eid  et &I.  11 9981; 
I  Alves  (I  988);  '~aiseh  11 990);  '~i~inis  et ali. (2001  1;  '~ajmocy  et  a!. 12000); 
9 Thiaucourt et  al, (1  996);  'O~sterhuysen  et  ai. 11 995);  "lto st al.  (2001); 
I2Jayakurnar  at al.  (1  9961; '"steban  Redondo & Innes  (1  998). Dentre os métodos de diagndstico precoce laboratorial destacam-se os: 
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Métodos Diretos 
Import8nci-a do Diagnd~t;~~  Precoce de Doencaâ em Pequenos Ruminantes 
Estes  métodos  detectam  o  próprio  agente  (bactérias,  vírus,  fungos, 
parasitas, e outros agentes) ou fragmentos do seu material nuclléico (DNA 
ou RNA). 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
Os  primeiros trabalhos sobre o  uso  da  PCR  na diagnbstico veterinário 
apareceram no final dos anos 80. Esta t6cnica  poda detectar pequenas 
quantidades de DNA e RNA presentes no material analisado, amplificando- 
o  em  quantidades  identfficáveis-  Até  mesmo  patógenos  de  difícil 
crescimento em cultivo ou que se  encontrem sob estado de Eatencia, 
integrados ao genoma do hospedeiro ou,  ainda, microrganismos mortos, 
podem ser detectados por este método. A amplificação jn  vitro dos bcidos 
nucléicos permite a  obtenção de milhares de c6pias de uma seqüência 
específica de DNA. Desta forma, a PCR vem sendo  adotada mundialmente 
na  pesquisa de microrganismos devido a sensibilidade, especificidade e 
rapidez de seus resultados. É possivel detectar o DNA provira1 de virus um 
dia apóls a infecão dos cultivos celulares, e de apenas uma célula infectada 
em um cultivo de 10'  c6lulas, sendo a técnica mais eficiente em  detectar 
iDNA no  sangue nos est6gios iniciais da doença. 
Existem vários tipos de PCR, tais como: PCR Nested, PCR duplo-Nested, 
RT-PCR, dentre outros. 
A  PCR  Nested  ou  a  PCR  duplo  Nested aumenta  maior  sensibilidade, 
quando comparada à PCR simples, enquanto que a combinacão do uso de 
PCR múltiplos reduz o número de falsos negativos. PorGm, estas tkcnicas 
são mais onerosas e trabalhosas,  além de apresentar, no caso da PCR 
Nested,  grande  risco  de  contaminacão  do  laboratório  com  DNA 
amplificado, levando a ocorrlisncia de falsos positivos. Quanto ao RT-PC  R, 
4 uma técnica utilizada, principalmente, pata a deteccão de enfermidades 
causadas por virus RNA. 
A técnica da PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNA-provira1 do 
lentivírus de  caprinos em  diferentes amostras,  como:  sangue, líquido sinovial,  leite e soro do leite, tecidos, sêmen, fluidos uterinos e embrião 
(Figura  1).  No caso  especificamente  dos  lentivírus  dos  pequenos 
ruminantes (LVPR), 6 particularmente importante para a identificaczo de 
animais que apresentam soroconversão tardia ou de resultado sorológico 
duvidoso. Porém, parece não haver relacão entre o tltulu de anticorpos e Q 
aparecimento  de  bandas positivas  à  PCR  no sangue,  e  nem todas  as 
amostras positivas aos testes sorológicos são tamb6m positivas na  PCR. 
/mportãncia do Diagndstico Precoce de Doericas em Pequenos Ruminantes 
Fonte: Andrioli  (200  1  1, 
17 
Fig.  1.  Gel de agarose 1 % corado com brometo de etídio.  PÇR Nested de  amostras de 
sêmen de bodes infectados naturalmente com o CAEV, bandas de 185pb. Sendo M 
marcador DNA Ladder; 1, 2  e 3 - amostras positivas;  4, 5, 6, 7 e 8 - amostras negativas; 
9  -  controle positivo e 10 - controle negativo. 
A PCR  poderá ser utilizada em programas de eiradicacão, identificando os 
animais  não  diagnosticados por sorologia. Devido ao alto custo e aos 
resultados discordantes entre testes sorol6gicos e  PCR,  sugere-se  que 
esta técnica seja mais empregada para esclarecer resultados sorol6gfcoç 
indeterminados ou negativos, Esta iécnice d muito sensível e consiste na identificação de segmentas 
especfficos  de  icidã  nucléico,  encontrados  em  tecidos  ou  células 
infectadas, capazes de serem detectados por sondas de DNA marcadas 
por enzimas ou por radioatividade.  E de uso limitado, em decorrencia de 
ser  laboriosa e dispendiosa para  ser  utilizada em  rotina de diagnástico. 
Entretanto, pode ser utilizada para dirimir resultados d uvidasas. 
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Ensaios Imunoenrimáticos 
Import$ncia da biagndstico Precoce de Doenças em Pequenos Ruminantes 
Os  testes imunaenzirn8ticos para  deteccão de  antígenos são,  também, 
formas  de  diagndstico  direto  do  agente. Estes  testes  necessitam  de 
anticorpos  marcados  com  enzimas  contra  os agentes  causais.  o  que 
muitas  vezes  exigem  anticorpos  monoclonais,  especlficos  para  cada 
agente  infeccioso. 
Métodos indiretos 
Os metodos de  diagndstico  indireto  se  caracterizam  pela  detecçáo  de 
anticorpo  anti-agente  ou  agente  causal.  A  sorologia  para detecçáo  de 
enfermidades  é  uma  forma  funcional  de  diagnbstico,  podendo  ser 
realizada  através  de  t6cnicas  como:  irnunodifusão  em  gel  de  dgar, 
imunofluorescéncia  indireta,  Enzyme-linked  irnmunosorbent  assay 
(ELISA) indireto, Dot-8tot e immunoblotting. Na Tabela 6,  encontra-se a 
sensibilidade relativa de vários ensaios. Dosagem de proteína (Biureto I  refratometria)  100 rng 
Importbncia do Diagnóstico Precoce de Doencas em Pequenos Ruminantes 
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Fonte: Ada~tado  de Stites et al,  (1995). 
Irnunodifusão em  gel de Ágar  (IDGA) 
Devido i3  praticidade na coleta das amostras e ao baixo custolbeneficio, a 
deteccão  de  anticorpos  é  amplamente  utilizada,  sendo  a  IDGA 
recomendada para o diagnóstico inicial  num rebanho ou numa região onde 
seja  desconhecida  a  prevalência  de  enfermidades.  Este  teste  é 
recomendado  pela  Organizacão  Internacional  de  Epizootias  para  o 
diagnóstico de infeccão por lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR). 
O teste de irnunodifusão dupla de Ouçhterlony fundamenta-se na difusão 
de  anticorpo  e  antígeno  em uma  base  semi-sólida  contendo  ágar  e 
eletr6litos. Quando antígeno e anticorpo se encontram em concentracões 
equivalentes interagem e precipitam, formando Fmunocomplexos estaveis 
que podem ser visualizados como linhas de precipitacáo. 
O4este de microimunodifusão (MIDGA) é uma variante do IDGA, no qual 
se  reduz  a  quantidade  de  antígeno  e  soros  necessários  e, 
conseqüentemente, os custos. O MlDGA mais utilizado 6 o hexagonal, por 
apresentar melhores resultados, dado que a amostra de soro a ser testada 
fica  posicionada  entre  dois  padrõles  positivos,  facilitando  a  leitura  do 
resultado. No caso dos  LVPR,  as proteinas gpl35 (glicoprotelna) e p28 (protelna 
nilicleo-capsldeo)  (Figura  2 e  3) são  as  responsáveis  pelas  linhas  de 
precipitação observadas no teste de  IDGA, sendo que o antígeno gp135 
detecta maior número de caprinos infectados do que o antigefio p28, ainda 
que  alguns  animais  desenvolvam  resposta  anti-p28  na  ausência  de 
resposta anti-gp 1  35. Salienta-se, portanto, a irnportancia da escolha dos 
soros  de  referemia  utilizados  em  testes  IDGA,  para  diagnóstico  de 
infeccão por LVPR. 
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Fonte: Pinheiro et ai. (2001). 
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Fig.  2. 
antlgeno 
protelna 
MIDGA  realizado  com 
(Ag)  de  CAEV  com  a 
p28.  Os  poços  1, 3  s 5 
soro  reagente.  O  poço 2 
soro positivo, o poço 4 soro negativo 
e o poço 6 soro fraco positivo. 
Fonte: Pinheiro et al. I2001  1. 
Fig.  3.  MIDGA  realizado  com 
antígeno  (Ag)  de  CAEV  com  as 
protelnas  p28  e gp135. Os pwos 1, 
3 e 5  possuiam soro reagente para as 
duas protefnas. Os pocos 2 e 6 soro 
negativo  para  p28  e  positivo  para 
gp135. O pwo 4 soro positivo para 
as duas proteínas. 
Reacão de imunofluorescência indireta (RIFI) 
As reações de imunofluorescência indireta possibilitam a visualiza~ão  da 
intera~ão  antígenolanticorpo, através de uma  anti-imunoglobulina  com 
f  luorocromos.  Estas  substâncias  são  capazes  de  absorver  energia 
luminosa  tornando-se  excitadas  por  um  curto  espaco  de tempo.  Tais 
substâncias passam a  liberar a energia  na  forma  de fluorescbncia. Os 
fluorocromos mais comuns são  os do  grupo da  rodamina (fluoresc8ncia 
vermelha) e o isotiocianato de fluoresceina [fiuorescência  verde). Importância do Diagndsrico Precoce de Doencas em Pequenos Ruminantes  1  2  1 
Esta  t6cnica  pode  ser  usada  para  detectar  e  titular  anticorpos,  como 
também, identificar e localizar antígenos. Comparando os testes IDGA e 
ELISA com o teste descrito de RIFI,  na pesquisa de anticorpos contra o 
Lentivírus ovino  vírus da Maedi-Visna (MVV),  foi verificado que a RIFI e a 
IDGA apresentaram concordância de 94%. Utilizada como referência em 
outras  retroviroses,  como  a  Síndrome  de  Irnunodeficiência  Adquirida 
(AIDS),  a  Rlfl  chega  a  100%  de  concordância  entre  o  ELISA  e 
Immunoblotting. E também considerada como uma técnica de eleição para 
o diagnóstico da toxoplasmose. 
Apesar da técnica apresentar uma boa sensibilidade e ser relativamente de 
baixo  custo,  é  necessário  um  treinamento  especifico  do  técnico, 
principalmente com relaqão h leitura dos resultados. 
Inibicão da Hemólise Sinérgica (SHI) 
Este teste é uma das provas de rotina para deteccão de anticorpos contra a 
toxina  da  bactéria  Corynebacterium  pseudotuberculosis  ( Linf  adenite 
Caseosa). É um teste que, através da inibição ou não da hemólise em placa 
de  petri  contendo  toxina  do  Rhodococcus  equh  pode-se  determinar  a 
quantidade de anticorpos contra o agente (Figura 4). É uma prova de custo 
relativo alto e boa aplicabilidade. Apresenta sensibilidade e especificidade 
compatíveis em parte com o ELISA e o Dot-BIot. 






Positivo (título 1:2 e 1:4) 
Fig. 4.  Teste de Inibicão da Hem6lise Sinhrgica (SHI) em cinco amostras de soro ovino 
em cinco diluicões (1  :2,  1 :4, 1 :8,  1  :16 e 1  :32). 2  2  1  Importineia  do Diagnusfico Precoce de Doencas em Pequenos Ruminantes 
Enzyme Línked lmmunosorbent Asse  y  IELISA) 
O ensaio imunoenzimática (ELISA) se baseia na utilizacgo de antígenos ou 
de  anticorpos  marcados  com  enzima,  de  forma  que  os  cohjugados 
resultantes  tenham  atividades  tanto  imunol0giça  como enzirnática. 
Estando um dos componentes (antigeno ou anilticorpo) marcado com uma 
enzima  e  insolubilizado  sobre  um  suporte  (placa}, a  reação  antígeno- 
anticorpo ficar4 imobilizada e poderá, façilrnen~te,  ser revelada mediante a 
adicão de um substrato especifico que, sob acão da enzima, produzirá uma 
cor  vista  a  olho  nu  e  quantificado  mediante  o  usa  de  um 
espectrodatdmetro. 
Diversos  testes  de  ELISA  foram  desenvo8vidos  para  a  detecqão  de 
anticorpos  em  enfermidades  de  pequenos  ruminantes,  onde  são 
empregadas tanto antígenos naturais como  recombinantes.  De acorda 
com  o antígeno  e  a  técnica  do  ELISA  empregados  (direto,  indireto, 
sanduíche  de  competiçao,  etc),  existe  uma  grande  variacão  de 
sensibilidade e especificidade, Apesar disto, esta tkcnica, de uma maneira 
geral, apresenta boa sensibilidade e rnantbsn alta a especificidade, sendo, 
portanto,  indicada  na utilizacão de diagndstico  precoce,  programas  de 
controle e de erradicacão de enfermidades. 
0  Dot-immunoblotting (DB) pode ser usado como método qualitativo para 
separar  rapidamente  um  grande  numero  de  amostras,  ou  como  uma 
técnica quantitativa para determinacão da concentracão de antígeno. As 
amostras  são  aplicadas  em  uma  tira  de  nitrocelulose  coberta  com 
anticorpos e analisadas por um dos sistemas de detecção. A  técnica  é 
usada como um método qualitativo, para avaliar os vários parâmetros que 
afetam a qualidade do immunublotting ap6s a transferência do antígeno 
para a membrana (Figura 5). 
Para o diagnóstico da CAE, o DB é um teste com boa resofwão e baixa 
reacãa inespecífica sendo mais viável que a IDGA e a EL'ISA indireto, pais 
além  de ser mais senslvel que a  'IDGA, não necessita da  indumentária 
tecnológica  do  ELISA.  É.  também,  mais  barato,  mais  rápido  e, Jmportbncia do Diagnbstico Precoce de Doenças em Pequenos Ruminantes  23 
conseqüentemente,  mais  prdtico,  podendo  ser  utilizado  em  eventos 
(exposiçÔes, leilões) ou at6 mesmo no campo. 
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Fonte: Pinheiro et  al. (2001l. 
Fig.  5. Dor-Bfor para o diagnbstico soroldgico de CAE de um pool de soros positivos, 
fracos positivos e negativas, testados pelo IDGA. 
Em decorrência de ser uma técnica demorada e laboriosa, ela vem sendo 
utilizada somente para esclarecer resultadas divergentes e no estudo da 
csmposicão das proteínas antigênicas.  Mas, com o desenvolvimento  de 
novos aparelhos que multiplicam a quantidade de testes (immunobfotting), 
ser8 mais um metodo de diagnóstico precoce de aitissima sensibilidade. 
Na  sua execucão,  a material prot4Eco vira1  6 separado por eletroforese e 
transferido  para  uma  membrana  de  nitrocelulose.  Na  membrana,  o 
complexo antígene-anticorpo é  visualisado  através da aplicacão de um 
conjugado entimAtico ao qual se adiciona um substrato que  reage cem a 
enzima,  dando  cor  21  reacão.  O imrnunoblotting  detecta  anticorpos, 
dependendo da infecão, j4 aos 4 dias p&s-infecção, enquanto no ELISA 
indireta as  anticorpos são detectados somente 15  a 20 dias pós-infecção. 
Comprova-se,  assim,  a  alta  sensibilidade  do  hmunoblotting  para 
deteccão precoce de  anticorpos para o  vRus  da  CAE.  É  considerado, 
portanto, como  teste de  excelência. 
Com relacão ao  custo de cada prova, Reischak (2000)  verificou que o 
teste de  imunoflorescência indireta [USS 1,721 6 mais barato que o IDGA 
(USS 2,48), entretanto o autor não detalhou o custo. Pinheiro (2001  1,  com uma anhlise detalhada dos  custos de producão do antigeno e dos testes, 
verificou que o teste MIDGA custava USS 0,67,  enquanto que o Dof Blot 
custava WSS  I ,O0  e  o  ELISA USS  1,22.  Provavelmente, a diferewa do 
custo  entre  os  dois autores  possa  ser  explicada,  em  &e,  devido  d 
variacão da quantidade de material utilizada entre as duas técnicas (IDGA 
X MIDGA). 
24 
Perspectivas - marcadores moleculares para 
deteccão de genótipos resistentes a enfermidades 
Smportfincia do Diagnástico Precoce de Doen-s  em Pequenos Ruminanres 
As novas técnicas de biotecnologia aliadas 9s metodologias tradicionais 
deverão  aumentar  ainda  rnais  a  producão  animal  que  vem  sendo 
observada  com  os  pequenos  ruminantes.  O  use  de  marcadores 
rnoleculares,  principalmente  de  DNA,  permite  que  animais  rnais 
resistentes às enfermidades infecciosas e aos distúrbios metabólicos se 
tornem mais produtivos e precoces. 
É  interessante  lembrar  que  os  animais  da mesma  espécie  possuem  o 
mesmo grupo de geneç, ou seja, as informaqões para síntese de proteína, 
próducão de anticorpos,  horrnonios, dentre outros.  Por que,  entso, h5 
diferengas  em  resistência h doenca  entre  animais  da  mesma espécie? 
Essas diferencas são resultantes de pequenas mudãncas que ocorrem nas 
seqiXncias de nucleotideos (DNA), que constituem a informacão genética 
do animal. 
Atualmente,  o  estudo  da  marcadores  rnoleculares  para  deteccão  de 
enfermidades  está mais desenvolvido  na  espécie  bovina, entretanto,  6 
uma  ferramenta  importante  que  pode  ser  utilizada  para  associar 
geneslmarcadores  h  caracter~stíça  de resistencfa  i3  helmintose, dentre 
outras  enfermidades.  Trabalhos  de  pesquisa  têm  demonstrado  a 
associacão  entre po!imorfismo genético e  resistencia a  helmintose em 
ovinos.  Ressalta-se  que  at6  o  momento  não  existem  estudos  de 
marcadores geneticos associados  B  resistência B  infeccãa parasitária em 
caprinos. 
Portanto, num futuro  próximo,  o  uso  de  marcadores  moleculares  para 
selecionar pequenos ruminantes resistentes às enfermidades possibilitará 
um incremento substancial na producãe destas espécies. Consideraqões Finais 
ItnpofiSncia do Diagnds  tico Precoce de Doenças em Pequenas Ruminantes 
A  estabilidade  dos  sistemas  produtivos  sfistentAveis  passa  pelo  riso 
adequado  de  tecnolugias,  manejos  eficientes  e  deteçcão  precoce  de 
problemas,  A  caprino-ovin~cultura  no  Nordeste 6 um exemplo destes, 
pois,  atravks  do  seu  crescimento  e  modernizacão,  favorece  um 
desenvolvimento mais harmenico, socialmente justo e sustentAvel. 
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Os  avancas  nos  metodos  de  prevencáo  e  controle  das  enfermidades 
demandam pesquisas nas dreas tecnúl6gicas  e científicas em medicina 
veterindria, Em  conseqüência desses avanços no processo de producão e 
melhoria na sanidade animal,  cita-se s diagn6stico precoce, que auxilia a 
cibtencãõ de animais mais saudáveis, produtos de qualidade e incremento 
na  pauta  de exportãcão. 
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